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УЛЬТРАЗВУК МОЖЕТ ИЗМЕНЯТЬ 
ПРОНИЦАЕМОСТЬ ЗАРОДЫШЕВЫХ ОБОЛОЧЕК 


АМФИБИЙ 


Низкая проницаемость зародышевых 
оболочек гидробионтов для воды и кри- 
опротекторов является одной из основ- 
ных причин отсутствия успехов при кри- 
оконсервации зародышей. Зародышевые 
оболочки можно удалить механическим, 
микрохирургическим или ферментатив- 
ным способами. Однако такие способы 
нарушают целостность зародышей. Это 
обстоятельство приводит к поиску более 
щадящих методов обработки зародышей 
с целью увеличения проницаемости обо- 
лочек для воды и криопротекторов. Од- 
ним из таких методов может служить воз- 
действие на зародыши высокочастотного 
ультразвука, который, как известно, вы- 
зывает изменение проницаемости био- 
логических мембран для целого ряда ве- 
ществ (РазесбиК, Зоко]оу, 1973; Випау е+ 
а[., 1978; Ворг апа Коопеу, 1978; Пашовкин, 
1981, 1998; Вишневский, 1990). Мы изуча- 
ем возможность изменения проницаемос- 
ти зародышевых оболочек амфибий под 
воздействием непрерывного ультразвука 
при сохранении зародышами способности 
к развитию (Мельникова и др., 2005; Уте- 
шев и др., 2006). 

В настоящей работе представлены дан- 
ные о действии ультразвука на развитие 
зародышей амфибий (травяная лягушка 
Капа 1етротата ) и на проницаемость их 
зародышевых оболочек для флуоресцент- 
ных красителей. 

Для обработки ультразвуком зароды- 


ши на стадии бластулы помещали в спе- 
циально сконструированную камеру. Ис- 
точником ультразвука служила установка 
УЗТ-1.026. Частота ультразвука составля- 
ла 0,88 МГи, или 2,64 МГц. Интенсивность 
ультразвука варьировали от 0,05 Вт/см? 
до1,0 Вт/см?. Длительность воздействия из- 
меняли в разных сериях эксперимента от 1 
до 15 минут. 

Состояние зародышей после действия 
ультразвука оценивали по числу зароды- 
шей, выживших до стадии выклева. Об 
изменении проницаемости зародышевых 
оболочек после обработки ультразвуком 
судили по наличию флюоресценции в меж- 
клеточном пространстве и/или в клетках 
зародышей после флуорохромирования 
в растворах 1-анилино-8-нафталино суль- 
фоната (АНС), флуоресцеиндиацетата 
(ФДА), или флуоресцеина (Ф). Для визу- 
альной оценки и регистрации использова- 
ли модифицированный люминесцентный 
микроскоп ЛЮМАМ-ИЗ (ЛОМО, Россия). 
Контролем служили флуорохромирован- 
ные зародыши амфибий, не подвергавши- 
еся воздействию ультразвука. 

Действие ультразвука на развитие 
зародышей амфибий. Как можно видеть 
на рис. 1, в контроле лишь 66% зародышей, 
отобранных на стадии бластулы, достига- 
ли стадии выклева. После воздействия уль- 
тразвуком с частотой 0,88 МГц и интенсив- 
ностью 0,05 Вт/см? число развивающихся 
до выклева зародышей увеличивалось: пос- 
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Интенсивность, Втюм2 


Рисунок 1. Зависимость выживаемости зародышей лягушки Капа {етрогача (% развивающихся за- 
родышей) от интенсивности ультразвука. Частота ультразвука {=0.88 МГц 


ле обработки в течение 1 минуты - до 72%, 
а после 5-минутного воздействия — до 84%. 
После обработки ультразвуком интенсив- 
ностью от 0,2 до 0,7 Вт/см? число развива- 
ющихся зародышей было сопоставимо с 
контрольным. Увеличение интенсивности 
ультразвука до 1,0 Вт/см? приводило к за- 
метным повреждениям зародышей. После 
1 минуты воздействия число развивающих- 
ся зародышей снижалось до 40% ‚ а после 5- 
минутной обработки - до 32%. 
Проницаемость оболочек интакт- 
ных зародышей амфибий. В контрольных 
экспериментах нами показано, что жел- 
точная оболочка амфибий в норме прак- 
тически непроницаема не только для та- 
ких медленно проникающих в неповреж- 
денные клетки флуоресцентных краси- 
телей, как АНС (Утешев и др., 2002), но и 
для ФДА, который проходит через непов- 
режденные мембраны соматических и за- 
родышевых клеток млекопитающих и ам- 
фибий (Мельникова и др., 1984, 1999, 2004). 
Оболочки зародышей амфибий оказались 
непроницаемы и для флуоресцеина. Об 
этом свидетельствовало отсутствие све- 
чения как в межклеточном пространстве, 
так и в клетках интактных зародышей, не- 


смотря на продолжительное время выдер- 
живания зародышей в растворах красите- 
лей (60-90 мин). 

Изменение проницаемости зародыше- 
вых оболочек под действием ультразву- 
ка. В этом разделе работы выполнены 2 
серии экспериментов. 

В 1-ой серии зародыши подвергали воз- 
действию ультразвука с частотой 0,88 МГц, 
различной интенсивности (от 0,2 Вт/см? до 
1,0 Вт/см?) и разной длительности обра- 
ботки (1-15 мин), затем выдерживали в рас- 
творах флуорохромов ФДА или АНС (5- 
20 мин.), и анализировали при помощи лю- 
минесцентного микроскопа. По получен- 
ным результатам эти эксперименты мож- 
но объединить в 3 группы. 

В первую группу включены экспери- 
менты, в которых после воздействия уль- 
тразвука не было обнаружено изменений 
проницаемости желточной оболочки заро- 
дышей к ФДА и АНС. В этих опытах, как 
и в контроле, флуоресцентные красители 
не были обнаружены ни в клетках зароды- 
шей, ни в межклеточном пространстве. Та- 
кие зародыши продолжали нормально раз- 
виваться при их дальнейшем культивиро- 
вании. В этих случаях обычно использо- 
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вали ультразвук малой или средней интен- 
сивности, от 0,05 Вт/см? до 0,2 Вт/см?. 

Во вторую группу отнесены экспери- 
менты, в которых воздействие ультразву- 
ка приводило к необратимым повреждени- 
ям желточной оболочки зародышей. Пос- 
ле окрашивания АНС клетки этих зароды- 
шей интенсивно светились. Прохождение 
АНС в клетки зародышей свидетельство- 
вало о резком увеличении проницаемости 
желточной оболочки (о нарушении ее ба- 
рьерной функции) и о существенном пов- 
реждении мембран зародышевых клеток. 
Такие зародьши всегда погибали. Интен- 
сивность ультразвука в этих опытах обыч- 
но варьировали в пределах 0,7-1,0 Вт/см2. 

В третью группу мы объединили те 
опыты, в которых флуорохромирование 
ФДА обработанных ультразвуком зароды- 
шей приводило к свечению значительной 
части зародышевых клеток. Такое свече- 
ние клеток зародышей свидетельствовало 
о том, что проницаемость желточной обо- 
лочки этих зародышей изменилась, увели- 
чилась скорость прохождения через нее 
флуорохрома, а жизнеспособность самих 
зародышевых клеток сохранилась пре- 
жней. Свечение обработанных ФДА кле- 
ток означало, что их клеточные мембраны 
не повреждены и что внутриклеточные эс- 
теразные системы нормально функциони- 
руют. Такие зародыши обычно продолжа- 


$ЗОММАКУ 


ли нормально развиваться. Как правило, 
подобная картина наблюдалась в опытах, в 
которых интенсивность ультразвука коле- 
балась в пределах 0,4-0,7 Вт/см2. 

Во второй серии экспериментов иссле- 
довали изменение проницаемости зароды- 
шевых оболочек при ультразвуке с часто- 
той 2,64 Мгц, интенсивностью от 0,05 до 
1,0 Вт/см?, при длительности воздействия 
1-5 минут. Было обнаружено, что обработ- 
ка зародышей ультразвуком интенсивнос- 
тью 0,4-0,7 Вт/см? приводила к увеличению 
проницаемости оболочек к флуоресцеину 
при сохранении низкой проницаемости к 
ФДА иАНС. Об этом свидетельствует на- 
личие флуоресценции в зародышах после 
окрашивания флуоресцеином и отсутствие 
свечения после обработки ФДА иАНС. 

Таким образом, непрерывный ультра- 
звук может вызывать увеличение прони- 
цаемости зародышевых оболочек амфи- 
бий. Действие ультразвука на проницае- 
мость зародышевых оболочек и на разви- 
тие зародышей зависит от его параметров 
(частоты, интенсивности и длительности 
воздействия). 

Работа выполнена при совместной 
финансовой поддержке Российского фон- 
да фундаментальных исследований и Ми- 
нистерства промышленности и науки 
Московской области (гранты № 04-04- 
97300 и № 04-04-97276). 
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